L’inhibition de ’'EGFR dans les CBNPC

Une thérapeutique
personnalisée en pleine ...
mutation
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The Reductionist View A Heterotypic Cell Biology
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La saga de 'EGFR ...
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Les differentes classes de recepteurs a activite TK
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Voies de signalisation

EGFR and other EREB family member




Surexpression EGFR

* Frequente
— >50% CBNPC
— E (55-100%) > ADC (35-60%) > GC (20-60%)
« Valeur pronostique: CONtroversee xaxmu . morx 200

« Pas de valeur predictive evidente pour les
EGFR-TKI

(IDEAL, INTACT, TALENT, TRIBUTE, et BR21, ISEL, SATURN)

— Aspects techniques
— Conservation des blocs

* Valeur predictive pour mAb cetuximab

(FLEX) Pirker R et al, JCO 2008



Nombre de copies dEGFR
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N=114 E=68

Cox HR = 0,61 (0.36 to 1.04)
P=0.067

w— Gafitinib

v Placebo

N =256 E =157

Cox HR = 1.16{(0.81 10 1.64)
P=0417




Co-expression EGFR/HER-2

* Immuno-histochimie (Hercep Test)
— 18-33% CBNPC
-~ ADC>LC>E
— Chimiorésistance
— Co-expression: facteur de mauvais pronostic

 FISH: le double gain est un facteur préedictif et
pronostic

Table 1 Positive HER2 status as assessed by FISH 15 associated with enhanced prognosis in patients with EGFR-positive NSCLC

EGFR-positive] EGFR-negative| EGFR-negative| Any positive Any negative
HER2-negative HER2-positive HER2-negative n=42)* (n=88)*
mn=19) m=10) (m=259)
ORR, % 21 10 2 29 7
DCR, % S8 30 25 58 33

Median TTP, mo
Median OS. mo

5.3 23 2.6 6.0 2.6
5.8 6.0 7.3 13.8 8.3

PR




Mutations somatiques d'EGFR

« Mutations activatrices et prédictives de sensibilité aux EGFR TKI
identifiees en 2004 : exons 18 a 21

Lynch TJ NEJM 2004; Paez JG Science 2004; Pao W JCO 2005
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Indicence des mutations EGFR




Mutations d’'EGFR et données cliniques

* ADC, 5-20 % des Caucasiens, 20-40 % des Asiatiques, sexe féminin, non-fumeur
 Corrélation au statut tabagique
— Forte corrélation entre le statut non-fumeur et la présence de mutations

— Pour chaque PA, la probabilité d’avoir une mutation d’EGFR diminue de 4%

Sequist L CCR 2006
Total, % Non-east Asian, % East Asian, %
All subgroups 19 10 30
Smokers 11 4 17
Nonsmokers 54 35 60
Adenocarcinoma 42 16 49
Non-adenocarcinoma 3 1 4

Male 16 1 22
Female 46 20 58




Valeur predictive
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EGFR: les nouveautes




Incidence des mutations d’EGFR
21 (%) n= 3305

Reported in literature

80
Number of mutations

r—'

ponse avec une monotherapie EG

Response Wildtype/  Ex19del(%) L858(%) T790M (%)'| Reported Reported Non-Ex19del mutations  Non-L858 mutations
mutant (%) n=442 n=232 | n=33 incidence >1 incidence <5 (%) | in exon 19 (%) in exon 21 (%)
n=975/561 (%) n=59 n=106 n=16 n=37

CR 9.8/67.0 76.9 63.8 0.0 57.6 66.0 46.7 64.9

and/or PR

SD 31.7/186 102 138 30 10.2 1.3 13.3 189

PD 54.0/96 45 69 97.0 @ @19) @ d62)

Patients with single T790M mutation. Abbresiations: CR complete response; PD, progressive disease; PR, partial response; SD, stabie diseass; TKI, tyrosine kinase inhititor,



IPASS

B EGFR-Mutation-Positive

10- Hazard ratio, 0.48 (95% C1, 0.36-0.64)
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INTEREST-Bio

E F = 10 HR = 1.24 (95% C1, 094 to 1.64)
< 10 HR =0.16 95% CI, 0.05 to 0.49) IETE
2 P=.001° E 081
S 0.8 , Medan PFS (imonths):
— Ptk Median PFS {months): ‘3 gefitinib 1.7, docetaxel 2.6
« 0.6- gefitinib 7.0, docetaxel 4.1 s 06 'e ‘
; . £ 04+
= 04 s Gofitinib = " e Gefitiniib
© wee Docetaxel - 0.2+ v Docotaxel
S 0.21 § .
a a

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
Time {months}
No. of patiorts at nsk

Gefiimb 106 24 6 4 2 2 1 1
Docetaxel 123 38 9 3 1 0 0 0

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
Time {months)

No. of patients at risk
Geftimb 19 16 8 2 2 1 1 1
Docetaxel 19 10 1 0 0 0 0 0




Futur: IHC ?

HI1970 LOSEN mp M35 b, ' MIES0 deb-anm ML) -

e T Yu J CCR 2009,
Sensibilité :90- 67%; spécificité 99% SO

Mais
— Mutations ciblées donc non exhaustives
— Problémes de cut off (sensibilité 95% (1+)a 76% (2+))



EGFR: les problemes




Résistances aux EGFR-TKI

« Résistance primaire
— Ex19del : 4.2% et L8958R: 6.8% de résistance! wurays oz
— Insertions exon 20: 2% des patients

— Mutations K-Ras:

* 20% des CBNPC
ADC, fumeurs
Exclusivité avec EGFR

Activation constitutive de la voie EGFR

Peu ou pas de réponse aux EGFR-TKI (méta-analyse) Linardou H
Lancet Oncol 2008



K-Ras

- proteine cle de la transduction du signal dans grand
nombre de voies de signalisation

- mutations codon 12, 13, 61: perte de 'activité GTPase:
activation constitutive

- clinique:
- 15-30% des ADC
- fumeur
MAIS 15% de non-fumeur!

- valeur pronostique controversee
- valeur prédictive négative pour EGFR-TKI
- pas de valeur prédictive démontrée pour les

~himinthAraniae ~vwfaftAviAIIAe . .



Mutations
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Sous-clones ?!

Overall survival

100 =

4 Kras gene status P=0.001
T e Wild type
3 - == Mutated by drect sequencing

80k | "% | = Mutated only by ME-sequencing

Survival probability (%)




EGFR ou K-Ras ?
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Résistances secondaires  amplification e
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Mutation T790M et PFS

T790M-positive




MET

Proto-oncogene QPCR

Surexprimeé

- FISH
Amplification

— dans 21% des tumeurs EGFR TKI résistantes
— 3% tumeurs naives d’EGFR TKI

Pas d’exclusivité avec les mutations dEGFR
Marqueur de mauvais pronostic ?
Valeur predictive ?



Amplification de MET
N =447
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Voie PIBK/AKT/mTOR

« Activation de la voie PI3K
via ERBB3 ou MET

EGFR
tyrosine-kinase inhibitors




Les questions

« Surexpression/mutations d’autres acteurs de la voie EGFR

- HER2 EGFR FGFR PDGFR VEEFR NTRK EPHA/B INSR
— BRAF ¥l lg*u. ]cxu l MmulJI:Lw
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Que faire en cas de résistance ?

TN

* |nhibiteurs irreversibles BIBW299?
HKI-272 (neratinib)

» Associations d'inhibiteurs

* Inhibiteurs de la voie PISK/mTOR



Combinaisons therapeutiques: BIBW2992 et rapamycine
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Combinaisons thérapeutiques:‘erlotinib et SU11274
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Combinaisons thérapeutiques:befininib et rapamycine
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EGF, TGF-cx, Or

cetuximab
matuzumab
fotint panitumumab
gefitinib EGFR or other
PF00299804 family members
BMS-690514
AEE788
BIBW 2992

EXB-569
AV-412/MP-412
X647

/ < AZD6244
Oncogenic phenotypes  PD-0325901



ERMETIC

Etude rétrospective

Validation de I’analyse par séquencage de la




Schéma de I’étude

Congélation Paraffine

2 X 3 coupes 17 x 3 coupes




Meéethodes

«  Mutations d’EGFR: séquencage des exons 18 a 21
- Mutations de K-Ras: séquencage de I’exon 2

« Algorithme décisionnel
— Echantillon non-amplifiable: aprés 3 échecs de PCR
— Toute mutation est vérifiée par une 2eme PCR indépendante




EGFR mutations

Frozen Type of mutation Paraffin
(n = 68) (n=68)
EGFR
Exon 18 Mutations
1 ¢.2156G>C, p.Gly719Ala ) (G719A)* NA
Exon 19 Mutations
5 €.2235_2249del ; p.Glu746_Ala750del ** 5
2 €.2236_2250del ; p.Glu746_Ala750del 2
1 c.2239 2248delinsC ; p.Leu747_Glu749del,p.Ala750Pro NA
1 ¢.2239 2251delinsC ; p.Leu747_Thr751delinsPro 1
1 €.2260A>G ; p.Lys754Glu (UV) ** 1
1 €.2237_2251del ; p.Glu746_Thr751delinsAla 1
1 €.2239_2240TT>CC ; p.Leu747Pro (UV) NA




K-Ras mutations

Frozen Type of mutation Paraffin

(n=68) (n=68)
K-Ras

6 c.35G>A ; p.Gly012Asp (G12D) 5+1NA

6 ¢.34G>T ; p.Gly012Cys (G12C) 5+1WT




External molecular centre
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False positive/negative results
by sample (n=74)

EGFR 19 EGFR 21 K-Ras

Number of samples with at least one @ @
centre with a false positive result 7174

Number of samples with at least one




False positive/negative results by centre (n=15)

EGFR exon 19 EGFR exon 21 K-Ras

False positive results @
Median rate of false positive results by centre,
(Range) 0% (0-27%) 17% (0-44%) 8% (0-25%)

0% 9/15 715 5/15
Number of centres
with a false positive > 0%, < 10% 1/15 0/15 4/15
rate of:

210% 5/15 6/15




Non-amplifiable paraffin samples
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Concordance of each ERMETIC centre
with the Gold Standard

Number of centres with Kappa Score Rating

Kappa Score Rating
EGFR 19 EGFR 21 K-Ras

Good 9/15 0/15 3/15

Moderate 1/15 6/15 3/15




Concordance between the 15 ERMETIC centres

Global Kappa Score (95% Cl)

Samples compared

SehR-10 SokiR-2




Discussion

- Phase A: pas de mutation exotique ou de faux positifs;
rares faux-négatifs (n= 3)

« Phase B:

— Faux-positifs: varient selon I’exon et selon le centre;
résultats validés par des techniques plus sensibles

— Faux-négatifs: varient selon la qualité de I’échantillon
et selon le centre

- ADN Non-Amplifiable: dépend des processus de fixation
de I'age et des conditions de stockage des blocs, des
rocédures d’extraction




Conclusion

La recherche de mutations est possible sur de ’ADN extrait de blocs
paraffine

Des criteres de qualités paraissent indispensables

— Blocs agés de moins de 5 ans

— Tissus fixes en formaline

— Echantillons contenant au moins 50% de cellules tumorale

Utilisation de protocoles standardisés pour I’extraction d’ADN

Questions a débattre:
— Quelle signification clinique des faux-positifs et faux—-négatifs?
— Quel seuil de détection des mutations ?



Perspectives




ERMETIC-2

Apport des techniques sensibles de la recherche des
mutations EGFR/K-Ras pour la prédiction de la
sensibilité/resistances aux anti-EGFR TKI

- recensement des ADN/blocs restants: cohorte
prospective et rétrospective

- validation des techniques alternatives sur cohorte
rétrospective

- sélection de techniques alternatives a appliquer
aux ADN de la cohorte prospective



